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ResumenEn este estudio se evaluaron los agentes oófagos de T. absoluta de presencia espontánea en cultivos de tomate en Sudamérica (NOA y Cinturón Hortícola Platense, Argentina) y en Europa (Lazio, Italia). Se reporta el listado de especies encontradas y las tasas de mortalidad natural por parasitismo y depredación en cultivos de ambos continentes. Además, se informa el primer registro de Encarsia porteri (Mercet) (Hymenoptera: Aphelinidae) parasitando huevos de la polilla.
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AbstractOophagous biological control agents of T. absoluta naturally present in crops in South America (Buenos Aires and Tucumán Provinces, Argentina) and Europe (Lazio, Italia) were surveyed. A taxonomic list of species and the natural mortality rates caused by 
parasitism and predation are reported. Furthermore, the first record of Encarsia porteri (Mercet) (Hymenoptera: Aphelinidae) parasitizing T. absoluta eggs is informed.
Keywords
Tuta absoluta • oophagous • parasitoid • tomato • South America • Europe
IntroducciónLa producción de tomate es una impor-tante actividad hortícola en Argentina e Italia (10, 14, 15). Uno de los limitantes más importante de su producción es la "polilla del tomate", Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) (2, 26). Se trata de una especie de origen sudamericano, y que a partir del año 2006 se convirtió en una plaga clave que amenaza los cultivos de países de Europa, África, y Medio Oriente, y continúa desplazándose hacia Asia (12, 39). La misma es una especie de extremado potencial biótico e invasor cuyas larvas, de hábito minador, provocan daños a la planta de tomate principal-mente en su follaje pudiendo atacar frutos, 
flores, brotes y tallos (26).La polilla del tomate es considerada una plaga oligófaga, además del tomate, se alimenta y desarrolla sobre otras solanáceas como la papa (Solanum tuberosum L.), la berenjena (S. melongena L.) y el tabaco (Nicotiana tabacum L.) (30).Para su control, la herramienta básica disponible es el uso de insecticidas de distinta formulación, la cual resulta 
muchas veces poco eficaz debido al hábito 
endófito de la larva de T. absoluta (7, 13). Además de los efectos adversos sobre el control natural de plagas, la contami-nación ambiental y el perjuicio a la salud 
humana conocidos, el uso intensivo de pesticidas trae aparejado la aparición de resistencia en poblaciones de T. absoluta, registrada tanto en América del Sur (23, 38) como en Europa (3).En Italia, como control alternativo existen planes de manejo integrado de la plaga (MIP) que combina varias estrategias -delineadas sobre la base de regulaciones nacionales y comunitarias de protección vegetal- siendo el control biológico uno de los métodos preferidos. Este sistema de producción, que supone un uso mínimo de insecticidas, es de gran interés tanto para el agromercado europeo como el mundial.Particularmente entre Argentina e Italia, existe un interés por el inter-cambio comercial de productos agrícolas cultivados en forma orgánica, lo cual es factible gracias a acuerdos de comercio alcanzados (1, 18). El control biológico de T. absoluta ha cobrado importancia en todas las regiones donde se encuentra la plaga, con estrategias que contemplan la conservación y/o el aumento de las poblaciones de enemigos naturalmente presente en los agroecosistemas, en particular parasitoides y depredadores (5, 12, 16, 18, 26, 40, 46).
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Es de destacar que los gremios de parasitoides y depredadores de T. absoluta son similares en Sudamérica y Europa, aunque la composición de especies 
difiere (26). Los huevos de insectos son un recurso alimenticio uniforme, de tamaño pequeño, lo que constituye una fuente nutritiva para muchos artrópodos polífagos (19).Los huevos de lepidópteros, sobre todo aquellos que están expuestos, son frecuentemente atacados por un numeroso complejo de parasitoides y depredadores; la mortalidad de huevos es considerada como un factor clave para muchas especies plaga (11).El conocimiento del ensamble de enemigos naturales conformado por entidades taxonómicamente diversas que pueden estar limitando las poblaciones de una plaga es de gran importancia para el desarrollo de programas de control biológico (22, 42). Además, si se trata de una plaga cosmopolita, o cuyo rango 
geográfico de distribución se está expan-diendo, como es el caso de T. absoluta, este conocimiento puede ser útil para ser aplicado en proyectos de cooperación internacional para el control de la plaga, y es por ello que merecen ser investigados. 
Objetivo Aportar información referida a los factores bióticos de mortalidad natural del estado de huevo de la polilla del tomate en cultivos de Argentina e Italia, siendo esta última un área recientemente colonizada por la plaga. 
Materiales y métodos
Áreas de estudio y vegetación relevadaEn Argentina, se consideraron cultivos ubicados en el noreste de la Provincia de Buenos Aires (Cinturón Hortícola Platense, 34°56' S, 57°59' O) y en la Provincia de Tucumán (El Manantial y San Miguel de Tucumán, 26°48' S, 65°14' O).En Italia, se relevaron cultivos en la Región del Lazio (Viterbo, 42°23' N, 12°02' E, y Macaresse Roma, 41°49' N, 12°14' E).Se tuvieron en cuenta cultivos de tomate protegido (Argentina e Italia), a cielo abierto (Argentina), y también se realizaron monitoreos en cultivos adyacentes como maíz, y vegetación espontánea de los mismos (Argentina). Tanto los cultivos de tomate del Cinturón Hortícola Platense (Argentina) como de Italia fueron manejados orgánicamente; en Tucumán (Argentina) se expusieron huevos en una quinta hortícola familiar (orgánica), y en cultivos comerciales de tomate (Lules) con uso de agroquímicos.
Método de colecta de parasitoides 
oófagos y evidencias de depredaciónSe utilizó la técnica de huevos "centinela", que consiste en la exposición de un número conocido de huevos de insectos a la acción de entomófagos (9, 43). Los huevos centinela de T. absoluta fueron obtenidos en colonias establecidas en el CEPAVE y en PROIMI (La Plata y Tucumán respectivamente, Argentina) y en el DAFNE (Viterbo, Italia). Para establecer la colonia de T. absoluta, se siguió el protocolo descrito en Luna et al. (2007). Como sustrato de oviposición se utilizaron plantas de tomate (de 3 a 5 hojas expandidas) en macetas, las que se revisaron diariamente para extraer las hojas con huevos. Para cada hoja 
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se contó el número de huevos con una lupa binocular, registrando la cantidad presente en el haz y en el envés de la 
superficie foliar, y luego se dispusieron en tubos Eppendorf ® (2 ml) con agua y sellados con masa para modelar no tóxica (Maped ® o Giotto ®). Así preparados, se trasladaron inmediatamente al campo para su exposición (huevos de < 24 h de vida). Para su instalación en el campo, los tubos fueron adheridos con cinta autoadhesiva de papel a los tutores de los cultivos o a los tallos de las plantas. Transcurrido el tiempo de exposición de 48 h, las hojas fueron recuperadas y trasladadas al laboratorio. Se registró el número de huevos presentes y se los 
clasificó como: 1- sanos; 2- depredados, 3- perdidos. Los huevos depredados se pueden reconocer indirectamente por marcas o el estado en general.Las hojas con huevos sanos fueron mantenidas en los tubos, ajustándose el nivel de agua para mantener el follaje 
fresco, y se las confinó en cápsulas de Petri plásticas (10 cm diámetro) en un bioterio climatizado con condiciones similares a las descritas por Luna et al. (2007).Los huevos se revisaron diariamente hasta la obtención de parasitoides o la emergencia de la larva de T. absoluta.Los parasitoides emergidos se conservaron en etanol diluido al 70° para 
su posterior identificación taxonómica.Las posturas centinela fueron expuestas en 8 fechas en Italia (agosto a septiembre de 2011 y julio a agosto de 2012), 9 en La Plata (febrero a abril de 2011 y febrero de 2012) y 19 en Tucumán (noviembre a diciembre de 2011, febrero a abril y noviembre de 2012, y febrero a marzo de 2013). 
Identificación del material y análisisLos ejemplares de parasitoides obtenidos fueron montados en portaobjetos en medio de Hoyer, 
para luego ser identificados con microscopio Olympus BX51 con cámara 
fotográfica anexada Olympus DP71. 
Para la identificación de la especie de Trichogramma se utilizaron claves 
específicas (31, 35) y para los ejemplares de 
Encarsia se utilizaron claves taxonómicas y descripciones de especies similares para su comparación (32, 33, 34). Se depositó material de referencia en las colecciones entomológicas de Argentina del Museo de La Plata (MLP, Buenos Aires) y en la Fundación Miguel Lillo (IFML, Tucumán). Con respecto a la depredación, si bien no se capturaron los posibles agentes, se evaluó su acción sobre la base del daño observado en los huevos de la plaga: la acción de depredadores de hábito succio-nador deja sólo el corion vacío, mientras que la ejercida por masticadores se puede visualizar el corion parcialmente destruido.Se calculó el porcentaje de parasitismo como el número de huevos parasitados/número total de huevos expuestos × 100. También se estimó el porcentaje de depre-dación como el número de huevos comidos/número total de huevos expuestos × 100.
Muchos insectos fitófagos dejan sus huevos en partes de las plantas que le brindan protección contra el ataque de parasitoides, tales como el envés de la hoja, o partes pilosas de hojas o tallos, etc. (41).Para indagar el posible efecto que la localización de los huevos de T. absoluta 
en la superficie de la hoja de tomate (i.e., haz o envés), pudiera tener sobre la mortalidad ocasionada por estos enemigos naturales, se calcularon los porcentajes de huevos parasitados en cada cara, y luego 
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se los comparó con un test de T (α < 0,05). Para la comparación estadística se realizó previamente la transformación arcoseno de los porcentajes y la prueba de Levene para testear la homogeneidad de varianzas (P > 0,05). 
Resultados y discusiónEn Argentina, se registraron las especies de parasitoides oófagos Tricho-
gramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) y Encarsia porteri (Mercet) (Hymenoptera: Aphelinidae) (tabla 1, pág. 224). La primera se halló tanto en Tucumán como en el Cinturón Hortícola Platense (sólo cultivos a cielo abierto o en vegetación aledaña), mientras que los ejemplares de E. porteri -todos machos- se recuperaron en cultivos de tomate de Tucumán.  Los parasitoides fueron regis-trados en ambas provincias, entre los meses de febrero a abril. El porcentaje de parasitismo natural resultó muy bajo en las regiones y sitios estudiados, con un máximo cercano a 5% (tabla 1, pág. 224). En Italia, donde recientemente ingresó la plaga, no se recuperaron parasitoides de huevos (tabla 1, pág. 224). 
Trichogramma pretiosum ataca comúnmente huevos de varias especies de Lepidoptera (29) y ya ha sido registrada para T. absoluta en otras regiones de Argentina (6, 36), y de Sudamérica (27, 29). En la Argentina se ha probado experimentalmente el desempeño de otros parasitoides oófagos para el control de esta misma plaga, tales como Trichogramma 
fasciatum (Perkins), Trichogramma nerudai Pintureau & Gerding y Trichogramma rojasi Nagaraja & Nagarkatti, Trichogrammatoidea 
bactrae Nagaraja y Encarsia sp. (6, 36).
Para Europa, algunos reportes señalan al empleo de especies de Tricho-
gramma como eficiente para el control de 
T. absoluta en pruebas de laboratorio y de campo, pero su uso en cultivos comerciales protegidos no logró disminuir de manera efectiva las poblaciones de la plaga (8, 12). Esta falla de control ha sido atribuida, en parte, a la presencia de otros enemigos en el cultivo, que interferirían con la acción de las avispas.En Sudamérica, en cambio, se ha contemplado la liberación inundativa de tricogramátidos como una estrategia exitosa para el control de la polilla en Argentina, Brasil, Chile y Colombia (12).Con respecto al género Encarsia, se conocen más de 15 especies para la Argentina (34, 44).Es necesario destacar que el hallazgo de machos de E. porteri parasitando huevos de T. absoluta amplía el rango de hospederos de esta especie de parasitoide heterónomo. El género Encarsia contiene más de 250 especies; sus hembras se desarrollan como parasitoides primarios de Diaspididae, Aleyrodidae y Lepidoptera, y los machos como parasitoides secundarios o hiperparasitoides sobre 
hembras co-específicas o de otras especies (32, 33).En el caso de E. porteri, la descen-dencia femenina se desarrolla a expensas de ninfas de Aleyrodidae y la masculina en huevos de Lepidoptera (20, 21, 45). Por lo tanto, los individuos de E. porteri hallados en el presente estudio coinciden con este tipo de sistema de reproducción, actuando como enemigo natural tanto de las moscas blancas (Aleyrodidae), plagas muy comunes en cultivos hortícolas, principalmente de tomate, y de T. absoluta.
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El análisis del parasitismo de huevos de T. absoluta según la posición de los mismos en la hoja de la planta de tomate, mostró que no existió preferencia de las avispas por hospedadores que se encon-traran en el haz o el envés de la super-
ficie foliar (figura 1, F = 0,48; P = 0,50). Este resultado sugiere que los huevos de 
T. absoluta no tienen refugio físico en la hoja de tomate, contra los parasitoides oófagos registrados en este estudio.La riqueza de especies (S) del gremio de parasitoides oófagos de T. absoluta registrada concuerda con la predicción de Hirose (2004) para Lepidoptera, quien establece que huevos de tamaño pequeño [< 0,1 mm3, tal es el caso de T. absoluta cuyos huevos miden 0,08 mm3 (8)] soportan una o dos especies, y en general son Trichogrammatidae. Estos parasitoides a su vez se comportan como generalistas, atacando a otras especies hospedadoras y colonizan a T. absoluta cuando su población aumenta, en general 
a finales del verano. 
A diferencia del bajo parasitismo de huevos de T. absoluta, se observó una considerable mortalidad por depredación en Argentina e Italia (tabla 1, pag. XXX).Por el tipo de daño que presen-
taban los huevos, se pudo identificar la acción de depredadores succionadores (corion vacío), características de ninfas y adultos de hemípteros antocóridos, míridos y nábidos o larvas de neurópteros crisópidos, y masticadores (corion parcial-mente destruido), como por ejemplo larvas y adultos de coleópteros cocciné-lidos (41). La depredación afectó entre 
≈ 14 y 80% de los huevos expuestos, siendo mayor en Italia (tabla 1, pag. XXX).En relación con los depredadores oófagos de T. absoluta en Argentina, este grupo no 
ha sido explorado aún suficientemente; sin embargo en Sudamérica hay registros de varias especies de hemípteros antocóridos, geocóridos y míridos, dermápteros, coleópteros, coccinélidos, neurópteros crisópidos, tisanópteros y ácaros que actúan como depredadores (5, 12).
Figura 1. Porcentaje promedio (+ ESM) del parasitismo de huevos de T. absoluta según 
su ubicación en la superficie de la hoja de tomate (n = 13 hojas de tomate). 
Figure 1. Mean (+ SEM) percentage parasitism of T. absoluta eggs according to tomato 
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En Argentina, recientemente se han citado dos chinches Tupiocoris 
cucurbitaceus (Spinola) (Hemiptera: Miridae) (24) y Zelus obscuridorsis (Stål) (Hemiptera: Reduviidae) (40) que se alimentan de larvas de T. absoluta. En Europa, se han reportado depreda-dores oófagos de presencia espontánea para T. absoluta y actualmente se comer-cializan los míridos Nesidiocoris tenuis (Reuter), Macrolophus caliginosus (Wagner) 
y M. pygmaeus (Wagner) como agentes de biocontrol de esta plaga en cultivos de la Cuenca del Mediterráneo (12, 46).Es posible que en este estudio el ataque haya correspondido a Dicyphus errans (Wolff) y a N. tenuis, dos especies común-mente empleadas en Italia y también de presencia espontánea en el área hortícola de la región del Lazio (17).  En síntesis, la mortalidad natural de huevos de T. absoluta registrada en este trabajo brinda evidencias que existe un complejo de enemigos presentes naturalmente en los sistemas agrícolas, y que estos merecerían ser conservados, a través de estrategias tales como el manejo del hábitat y la reducción del empleo de insecticidas, para favorecer su establecimiento y acción (5, 41, 42). En este sentido, en Argentina, se podría complementar la acción de los agentes oófagos con los hemípteros depredadores 
T. cucurbitaceous y Zelus obscuridorsis (Stål, 1860), también citados como 
alimentándose de larvas y adultos de T. absoluta, respectivamente, y los parasitoides larvales Pseudapanteles 
dignus (Muesebeck) (Hymenoptera: Braconidae) y Dineulophus phthorimaeae De Santis (Hymenoptera: Eulophidae), por medio de estrategias de control biológico aumentativo y/o conservativo en evaluación (24, 25, 26, 37, 39).Por otra parte, en Italia como en otros países de Europa, además de encontrarse disponibles en el mercado varias especies de míridos contra T. absoluta, se están evaluando otras especies de depredadores y parasitoides como agentes de control biológico (4, 8, 16, 28). 
Conclusiones El parasitismo de huevos de T. absoluta en Argentina fue ocasionado por los himenópteros T. pretiosum y E. porteri, este último registrado aquí por primera vez como parasitoide de la plaga. En Italia no se registró parasitismo natural de huevos. El bajo número de especies de parasitoides oófagos registrada para T. absoluta (S = 2) coincide con la hipótesis que postula: huevos de tamaño pequeño soportan una 
menor riqueza específica para este gremio. La depredación de huevos fue impor-tante tanto en Argentina como en Italia (hasta 80%), observándose daños por insectos suctopicadores y masticadores. 
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